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BAL - Bronkoalveolart Lavage

COPD - Chronic Obstructive Pulmonary
Disease

CRD - Carbohydrate Recognition Domain
IAD - Inflammatory Airway Disease

IL - Interleukin

IPCD - Interstitial Pneumonia with Collagen
Disease

IPS - Idiopathic Pulmonary Fibrosis

LPS - Lipopolysackarid

PAP - Pulmonary Alveolar Proteinosis
SP-D - Surfaktant protein D




SAMMANFATTNING

Anvandningen av biomarkérer inom medicin ar ett viktigt verktyg for att stalla diagnos och
fatta terapetiska beslut. Surfaktant protein D (SP-D) har visat sig vara en lovande biomarkor
for perifera lungsjukdomar pa humansidan och har darfor dven borjat studeras inom
veterindrmedicinen.

Surfaktant protein D ér ett relativt lungspecifikt protein och produceras frdmst i perifera delar
av lungorna, f.f.a av claraceller i bronkioler och typ Il pneumocyter i alveoler. Det fungerar
som ett akutfasprotein med liknande egenskaper som kollektiner och &r darfor viktigt for
medfodda immunforsvaret. Forutom detta har det ocksa visat sig vara grundlaggande for
normala lunghomeostasen genom att utgora en bestandsdel i surfaktant. Mekanismerna bakom
dess funktion i lungan &r dock inte helt klarlagda.

Eftersom SP-D ar sa basalt for lungan paverkas det ofta kraftigt vid perifera lungskador.
Denna paverkan kan i sin tur leda till forandringar i bdde BAL-vatska och serum och pa sa
satt kan SP-D fungera som en potentiell biomarkdr. Studier har bl.a visat att SP-D kan
anvandas som biomarkér for inflammatory airway disease (IAD) pa hast. Exakt hur SP-D
paverkas vid lungskador &r inte helt fastsallt.

Egenskaperna hos SP-D verkar vara liknande for de flesta djurslag och individer inom samma
djurslag, men manga studier har visat att vissa typer av skillnader anda foreligger, sa som
struktur, extrapulmonér produktion och reglering. Dessa skillnader kan gora att den
patofysiologiska processen ocksa varierar, vilket kan forsvara tillampningen av SP-D som
biomarkar for perifer lungsjukdom inom veterindarmedicinen.

Majoriteten av de studier som gjorts & humana och de finns ett flertal perifera lungsjukdomar
for vilka SP-D visats vara anvandbar som biomarkdr. Veterindra studier ar inte alls lika
manga utforda och kunskapen om SP-D é&r saledes mycket lagre pa veterinarsidan. For att med
sékerhet inom veterinarmedicinen kunna basera diagnoser och terapeutiska beslut med SP-D
som biomarkor maste fler studier goras pa djur eftersom extrapolering fran humanmedicin till
veterinarmedicin inte ar palitlig.



SUMMARY

The use of biomarkers in medicine is an important tool for diagnosis and therapeutical
desicions. Surfactant protein D (SP-D) has been shown to be a promising biomarker for
peripheral lung disease in human medicine, which has stimulated research concerning it's
potential use in veterinary medicine as well.

Surfactant protein D is a relatively specific lung protein and mostly produced in the peripheral
parts of the lung by clara cells in the bronchioles and type Il pneumocytes in the alveoli. It
functions as an acute phase protein with similar properties as collectins and is therefore
important for the innate immune system. It has also been shown to be essential for normal
lung homeostasis being an important part of surfactant. The exact mechanisms behind its
function in the lung are however not complete understood.

Since SP-D is so essential to the lung it is often markedly affected by peripheral lung damage.
This impact can in turn lead to changes i both BAL-fluid and serum and in this way SP-D
could function as a potential biomarker. Studies have shown that SP-D can be used as a
biomarker for inflammatory airway disease (IAD) in horses. Exactly how SP-D is affected
during different forms of lung damage is not completely understood and needs further studies.

Properties of SP-D seems to be the same for most animal species and individuals within the
same species, although many studies have shown that some types of differences do exists,
such as structure, extrapulmonary production and regulation. These differences can affect
pathophysiologic processes, which in turn can make the use of SP-D as a biomarker for
peripheral lungdisease in veterinary medicine more difficult.

The majority of all performed studies are done in human medicine with the conclusion that
SP-D has shown to be useful as a biomarker in some peripheral lung diseases. Veterinary
studies are only a few and the knowledge about SP-D is not as investigated as in human
medicine. If veterinarians are going to be able to base their diagnoses och therapeutical
decisions on SP-D as a biomarker, more animal studies is needed since extrapolation from
human medicine to veterinary medicine sometimes is incompatible.



INLEDNING

Biomarkorer &r objektiva diagnostiska fynd och tecken som anvands inom medicin for att
stalla diagnos och fatta terapeutiska beslut. De kan utgdra allt fran pulsmaétning till
komplicerade labtester. Till skillnad fran diagnostiska symtom ar de inte beroende av vare
sig veterindrens subjektiva bedomning eller patientens subjektiva upplevelse och behdver
darfor inte korrelera med patientens egen kéansla av hur denne mar. Saledes gar det att
upptacka sjukdomar nar de fortfarande ar subkliniska, vilket ocksa innebér att behandling
kan sattas in tidigt innan sjukdomen och skadorna den orsakar blivit allvarligare. Inom
veterinarmedicinen utgor biomarkdrer extra viktiga verktyg eftersom en veterinér inte kan
kommunciera direkt med sin patient. (Tzouvelekis et al., 2005).

En biomarkor kan antingen vara prognostisk eller diagnostisk. Diagnostiska biomarkorer
anvands for att stalla diagnos och uppvisar onormala varden sa fort sjukdom foreligger.
Prognostiska biomarkérer anvénds for prognoser och kan daremot ha normala vérden nér
sjukdom foreligger men andras nar en sjukdom forvarras eller forbattras. Hur bra en
biomarkdr &r bestams av dess specificitet och sensitivitet. Sensitivitet definieras som
andelen patienter med en viss sjukdom som far ett positivt svar medan specificitet
definieras som andelen patienter utan den sjukdomen som far negativt eller normalt svar.
Fatalet biomarkdrer ar dock varken unika fér en viss sjukdom eller har specifika
troskelvarden for positiva och negativa svar och fungerar darfor ofta bara som
komplement vid diagnostik och prognoser. (Tzouvelekis et al., 2005).

Forskningen kring biomarkdrer har kommit ldngre inom humanmedicinen é&n
veterinarmedicinen pa i stort sett alla fronter, inte minst perifera lungsjukdomar. Nagra av
de biomarkérer som har studerats for perifer lungsjukdom &r cytokiner, enzymer,
adhesionsmolekyler och produkter fran typ 2 pneumocyter, d.v.s surfaktant. Surfaktant
protein D (SP-D) har visat sig vara en av de de mest lovande biomarkdrerna inom
humanmedicinen och har darfor dven borjat studeras pa veterinarsidan (Tzouvelekis et al.,
2005). Dess lungspecificitet har gjort att den bl.a kunnat anvandas for att skilja patienter
med sepsis och samtidig acute respiratory distress syndrome (ARDS) fran patienter med
bara sepsis (Ware et al., 2013).

Provtagning gors oftast genom bronkoalveolart lavage (BAL), d.v.s ett lungskdljsprov dér
provtagning av bronkoalveolar vitska gors for att studera innehallet av t.ex celler eller
proteiner. Det gar dven att provta serum eftersom sekretionerna ofta ocksa ses i blodet,
dock i mindre mangd, men SP-D kan fortfarande uppvisa signifikanta variationer i
koncentration for olika lungsjukdomar.

Syftet med denna litteraturstudie ar att understka den normala fysiologiska rollen for SP-
D och huruvida SP-D fungerar som biomarkor for perifera lungsjukdomar pa djur, grundat
pa den forskning och litteratur som finns idag.



MATERIAL OCH METOD

Detta arbete ar en litteraturstudie dar informationen framst baseras pa vetenskapliga
artiklar men dven bocker har anvants

Litteraturen som utgor grunden for detta arbete har i forsta hand tagits via sékmotorer
sasom PRIMO, Sciencedirect, Google scholar och PubMed. Soékord som anvéandes var
surfactant protein D OR SP-D, lung disease OR airway disease OR respiratory disease,
biomarker OR marker OR biological marker OR diagnosis, horse OR equine OR animals
OR veterinary medicine



LITTERATUROVERSIKT

Luftvagarnas uppbyggnad

Luftvagarna kan delas upp i en luftledande, en Gvergaende och en gasutbytande del. Till
den luftledande delen hor nés- och munhala, nasopharynx, pharynx, larynx, trachea samt
extra- och intrapulmonéra bronker dar trachea och bronker omges av broskringar. Den
overgaende delen gar dver i perifera lungan och utgdrs av bronkioler som &r fortsattningar
pa de intrapulmonéara bronkerna men saknar broskringar. Gasutbytande delen innefattar
alveoler linjerade av typ 1 och typ 2 pneumocyter (Lépez, 2012).

Forsvarmekanismer i luftvagarna

Frammande partiklar avlagsnas, destrueras, neutraliseras genom clearance, d.v.s nysning,
hosta, mukociliar transport och fagocytos. Luftledande delen linjeras av flerradigt cilierat
cylindriskt epitel blandat med bégarceller. Bégarcellerna producerar lipider,
glykoproteiner och antimikrobiella substanser medan epitelceller och underliggande
kortlar producerar en serds vétska. Tillsammans bildar produkterna ett skyddande slem
som fangar upp frammande partiklar. Epitelcellernas cilier transporterar kontinuerligt
slemmet mot svalget dar det svaljs och elimineras via gastrointestinalkanalen. Bronkioler
saknar bé&garceller och epitelcellerna forlorar gradvis sin ciliering mot gasutbyteszonen,
vilket innebar oférmaga till mukociliar transport. Istallet &r bronkiolerna utrustade med
Claraceller som producerar surfaktant och innehaller cytokrom p450-enzymer viktiga for
xenobiotisk metabolism. | alveolerna utgdrs forsvaret framst av alveoldra lungmakrofager
som fagocyterar fraimmande material men dven typ 2 pneumocyterna bidrar genom att
liksom claraceller producera surfaktant (Grubor et al, 2004; L6pez, 2012).

Surfaktant

Surfaktant ar en komplex sammanséttning av stukturellt heterogena fosfolipider
tillsammans med surfaktantspecifika proteiner (I Tzouvelekis et al., 2005). Det bestar till
90% av fosfolipider som ar viktiga for att minska ytspanningen vid gransytan dér luften
moter vatskan i lungan sa att diffusion av syre och koldioxid kan ske. Resterande 10% av
surfaktanten utgdrs av de 4 olika surfaktantproteinerna SP-A, SP-B, SP-C och SP-D
(Bianca et al., 2001). SP-B och SP-C &r av lagmolekylar vikt och hydrofoba medan SP-A
och SP-D ar av hog molekylér vikt och hydrofila (Tzouvelekis et al., 2005). Tillsammans
med fosfolipiderna reglerar surfaktant protein B och C ytspanningen medan surfaktant
protein D och A f.f.a &r betydelsefulla for medfédda immunforsvaret (Sorensen et al.,
2007).

Struktur och biologiska egenskaper

Surfaktant protein D (SP-D) ar ett l6sligt hydrofilt kalciumberoende kolhydratbindande
protein, dven kallat C-typ-lektin, och tillhor familjen kollektiner (kollageninnehallande C-
typ lektin). En enstaka molekyl av SP-D &r ca 43kDA tung och uppbyggd av tre
proteinsubenheter, d.v.s utgdr en homotrimer. Varje homotrimer har fyra doméner med
olika funktion; ett korslankande N-terminaldomén; ett kollagenbaserat trippelhelixdoman i
varierande lingd viktigt for stabilitet och oligomerisering; ett a-helikalt L-doman i
nackregionen som binder till CRD; ett kalciumberoende C-type lectin carbohydrate



recognition-doman (CRD) som m.h.a Ca®* binder till olika grupper av ligander, bl.a
kolhydrater, lipider och nukleotider (Sorensen et al., 2007). Affiniteten varierar med
liganden dér kolhydrater, f.f.a maltos, binds bast (Crouch, 1998). Homotrimererna
sammanfogas ofta till multimerer i olika grad innan utséndring, vilket innebar att SP-D
kan anta olika strukturella former. Vanligast ar att fyra homotrimersubenheter
sammanfogas for att tillsammans bilda en dodekamer (4 x 3 = 12). | vissa fall kan annu
storre multimerer bildas genom att dodekamerer automatiskt sonderfaller och dérefter
sjdlvsammankopplas med varandra till multimerer uppbyggda av 32 homotrimerer eller
fler. Dessa former ar mer potenta vad galler mikrobiell agglutinering och interaktion med
leukocyter, dock ej med lipopolysackardier (LPS). Funktionen hos SP-D ar saledes
avhangig den strukturella uppbyggnaden (Crouch, 1998; Sorensen et al., 2007).
Multimeriseringen och proteinets uppbyggnad varierar mellan olika arter och individer.
Notkreatur och manniska kan utséndra rena trimerer (Crouch, 1998). Grisens SP-D skiljer
sig fran manniskans och notkreaturens genom att vara storre och det enda kanda SP-D
som ar glykosylerat vid CRD-regionen men skiljer sig daremot inte vad galler
bindningsspecificiteten (Soerensen et al., 2004). Hastens SP-D uppvisar viss likhet med
manniskans genom att ha en vikt pa 43 kDa och ett CRD-doman som &r nastintill
identiskt, dock uppvisar O©vriga delar av proteinet inga likheter vad géller
aminosyrasekvensen (Kankavi och Roberts, 2003). Eftersom CRD-doménet &r den del av
SP-D-molekylen antikropparna i manga analysmetoder binder till &r likheterna mellan
humant SP-D och ekvint SP-D en forutséattning for att humana analysmetoder ska kunna
anvandas pa hast (Richard et al., 2011).

Forekomst

Generellt &r SP-D ett ytheldget protein och associeras till slemhinnor. Det produceras och
utsondras f.f.a i lungorna av typ Il pneumocyter i alveoler, claraceller i bronkioler, serdsa
celler i tracheobronkalkortlar i submukosa och bégarceller. Produktionsintensiteten
varierar dock mellan arter, individer och individuella celler (Bianca et al., 2001).
Surfaktantproteiner uttrycks daven extrapulmonart dar méangd och plats varierar mellan
olika arter (Soerensen et al., 2005; Bianca et al., 2001). Pa n6t uttrycks SP-D forutom i
lungorna ocksa bl.a i mukosan i urinvagarna och magtarmkanalen och pa gris i tar- och
tarmkortlar (Meyerholz och Ackermann, 2005; Soerensen et al., 2005). Pa hast finns SP-D
i synovialvétska i leder dar det ar viktig for fosfolipidhomeostasen och smérjningen i
leden (Kankavi och Roberts, 2003). Studier pa moss har ocksa visat att det ar detekterbart
i ldga koncentrationer i blod utan att ndgon form av lungskada foreligger, vilket kan bero
pa en direktutsondring av SP-D fran lungorna till blodet (Kingma et al., 2010). Férekomst
i blodet kan ocksa bero pa produktion av endotelceller (Sorensen et al., 2007).

Reglering

Surfaktanthomeostasen i lungan regleras genom en kombination av syntes, sekretion,
clearance, atervinning och nedbrytning (Herbein and Wright., 2001). Surfaktant antas
atervinnas i en hastighet av ca 10% av totala mangden varje timme (Mclntosh et al.,
1996). Exakt hur SP-D regleras ar dock inte faststallt. SP-D-genen finns i ett locus
tillsammans med flera andra kollektiner. Det forekommer viss variation mellan individer i
enskilda nukleotider i DNA't, d.v.s single nucleotide polymorphisms (SNPs) - 95 SNPs
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finns pa manniska. Exakta transkriptionsregleringen av SP-D é&r daligt undersékt men
regleras i stort av transkriptionsfaktorer, hormoner och epigenetiska faktorer. Pa manniska
innehaller promotorsekvensen for SP-D glucocorticoid responsive elements och kan
darfor paverkas av glukokortikoider. Detta sker troligtvis genom att glukokortikoiderna
har en permissiv effekt for transkriptionen av SP-D och saledes indirekt hojer nivaerna
(Sorensen et al., 2007; Honda et al., 1995). Uppstroms om SP-D-genen finns ocksa
flertalet cis-regulatoriska element som bl.a innehaller sekvenser liknande akutfasproteiner
(Crouch, 1998).

Nivaerna av SP-D forandras med aldern. Prenatalt 6kar surfaktantpoolen med kroppsvikt
och ytarea pa alveoler, vilket galler for alla daggdjursarter. Normala, friska nyfédda ungar
har saledes absolut hogst nivaer. Efter fodseln minskar dock surfaktantpoolen med 6kad
alder tills de nar vuxna nivaer (Ikegami et al., 2006).

Olika celltyper varierar vad galler hur, var och nar SP-D lagras och utsdndras. Claraceller
lagrar sitt SP-D i vesikler under langre tid medan typ 2 pneumocyterna utséndrar SP-D
direkt till lumen. Detta innebér att Claraceller, vid rétt stimulus, kan utsondra storre
mangder under langre tid, d.v.s tills deras SP-D-pool tar slut, jamfort med typ 2
pneumocyter (Grubor et al., 2004).

Nedbrytningen av SP-D i en normal frisk lunga utférs framst av makrofager och typ 2
pneumocyter medan férsumbar nedbrytning utférs av lymfocyter och neutrofiler. Lungans
cellsammanséttning ar saledes viktig for nedbrytningen (Herbein och Wright, 2001).
Cellsammanséttningen varierar med olika tillstand i lungan men ocksad mellan olika
djurslag. Cellerna i BAL-vatska hos en normal frisk hund utgdrs till ca 80% av
makrofager medan de hos hést istéllet utgors av 50% makrofager (Tizard, 2013). SP-D
kan &ven brytas ned av extracelluléra proteaser (Sorensen et al., 2007).

In vivo-studier pa rattor har ocksa visat att syrehalt och cytokiner som IL-4, IL-12, IL-13
och TNF-a paverkar méngden SP-D. Exakt vilka och hur olika cytokiner inverkar pa SP-
D-nivaerna ar dock oklart (Sorensen et al., 2007; Gaunsbaek et al., 2013).

Lunghomeostas och antiinflammatoriska funktioner

SP-D har en viktig roll for normala lunghomeostasen. Brist pa SP-D kan leda till en
komplex kronisk inflammation i lungan med makrofagaktivering och ackumulering av
multinukledra skummiga alveolarmakrofager, alveolar destruktion samt ansamling av
lipider, SP-A och SP-B (Bianca et al., 2001; Fujita et al., 2005). Mdss utan SP-D har
makrofager som producerar mer oxidatitiva molekyler som vateperoxid, och deras
makrofager undergar ocksa nekros och apoptos fortare. Mdssens lungor uppvisar dven
emfysemattsa forandringar som forstorade luftrum, 6kad peribronkiell och perivaskulér
ansamling av lymfocyter, uppreglering av IL-6 och IL-12 (Sin et al., 2008; Grubor et al.,
2004). Det ar ej helt klarlagt hur SP-D bidrar till lunghomeostasen och utdvar sin
antiinflammatoriska effekt men generellt kuvar SP-D inflammatoriska responser i en
normal frisk lunga men okar inflammationen i en skadad eller infekterad lunga (Fujita et
al., 2005). Detta tros bero pa att fria icke-bundna SP-D-molekyler har en

7



antiinflammatorisk funktion medan bundna SP-D-molekyler har en proinflammatorisk
funktion (Sorensen et al., 2007). Det sker aven ett samarbete mellan SP-D och andra
utsondrade molekyler i lungan for att hamma inflammation, bl.a uppbindning av IgE-
antigen for att forhindra IgE-inbindning, reglering av eosinofilmigration genom att
inhibera kemotaxinerna eosinofilic cationic protein och eotaxin, antioxidantegenskaper,
inhibering av histaminfrisattning, hdmmad lymfocytproliferation samt modifiering av
olika immuncellers svar pa olika stimuli (Sin et al., 2008; Sorensen et al., 2007; Wang et
al., 2000). SP-D é&r ocksa viktigt for att avlagsna apoptotiska och nekrotiska celler och kan
pa sa satt forhindra att inflammation induceras samt upplosa pagaende inflammationer
(Sorensen et al., 2007; Sin et al., 2008).

Funktion i immunforsvaret

SP-D é&r en kollektin som ingar i en grupp av s.k pathogen recognition molecules (PRMs),
d.v.s kanner igen ett brett spektrum valkonserverade molekylara strukturer pa ytan pa
fraimmande partiklar. Det férekommer i mycket hdgre koncentrationer &n andra
kollektiner och anses darfor utgora det storsta forsvaret i oskadade perifera delar av lungor
(Crouch, 1998). SP-D kan interagera med vissa gramnegativa bakterier genom att binda
sockermolekyler i karnoligasackariden pa lipopolysackarider som uttrycks. Interaktionen
ar dock beroende av LPS-molekylens uppbyggnad vilket gor att effekten av SP-D varierar
mellan olika bakterier. Andra mikroorganismer som SP-D har affinitet for ar
Mykobakterier, vissa grampositiva bakterier som Staphylococcus aureus, vissa fungi som
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus och Pneumocystis carinii samt influensa
A-virus (Sin et al., 2008).

Interaktionen med fraimmande molekyler och patogener underlattar for immunfdérsvaret
genom bl.a agglutinering, opsonisering och forstarkt fagocytos, frdmjad neutralisering
samt direkt lysis av vissa mikroorganismer. SP-D hojer ocksa produktion av
superoxidjoner och cytokiner hos makrofager, Okar antigenpresentation genom att
stimulera omogna dendritiska celler samt har kemotaktiska egenskaper (Soerensen et al.,
2004; Soerensen et al., 2005; Grubor et al, 2004).

Manga studier har visat att SP-D i vissa fall ocksa kan anvandas for behandling. Nyfodda
lamm intratrachealt behandlade med rekombinant humant SP-D kunde skyddas fran
systemiska effekter av intrapulmonéart inokulerade LPS fran E.coli. Behandlingen
forhindrade lackage av LPS fran lungorna till cirkulationen och sepsis uteblev. Det
visades ocksa ge ett minskat uttryck av proinflammatoriska cytokiner som IL-1B och IL-6
i lungan samt IL-1p, IL-8 och IL-6 i lever och mjélte (Ikegami et al., 2006).

Forandringar vid lungskada

Vid lungskador reagerar SP-D pa liknande satt som akutfasproteiner. Bakteriell
lunginflammation pa hast leder till att SP-D-nivaerna i serum féljer samma maonster som
akutfasproteinet serumamyloid A (SAA) men ligger nagot fore tidsmassigt eftersom
reaktionen initialt sker lokalt i lungan. Samma har visats vad galler SP-D-férandringarna i
BAL-vatska pa méss med LPS-inducerad inflammation dar monstret ar samma som for
akutfasproteinet mannosbindande protein (Hobo et al., 2007; Fujita et al., 2005).
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Uttrycket och forekomsten av SP-D i lungorna ar starkt beroende av den radande miljon i
lungan. Olika sjukdomar och tillstand paverkar lungan i varierande grad vilket ocksa
innebar att variationerna i SP-D foljer olika monster beroende pa hur lungan paverkas
(Sorensen et al., 2007). En véldigt viktig faktor &r etiologin bakom lungproblemet. Grubor
et al., (2004) visade att tre manader gamla lamm inokulerade med gramnegativa bakterien
Mannheimia haemolytica fick ett nedreglerat uttryck av SP-D-mRNA i lungan. Meyerholz
et al., (2004) visade & andra sidan att neonatala lamm inokulerade med Parainfluensavirus
I11 hade okade nivaer av SP-D-mRNA. Olika patogener paverkar saledes SP-D olika dar
gramnegativa bakterier och hég inflammationsintensitet verkar minska uttrycket medan
virus tycks oka uttrycket.

Forandrad cellsammanséttning &r en viktig faktor som paverkar SP-D-nivaerna vid perifer
lungskada. En forandring av cellsammansattningen kommer i sin tur att paverka SP-D-
homeostasen genom férandrad nedbrytning, syntes, sekretion, lackage och atervinning etc.
En av manga forandringar i cellsammansattning som sker vid akut inflammation ar en
kraftig  infiltration av  neutrofiler. Vid inflammation  Okar neutrofilernas
nedbrytningsférmaga av SP-D, vilket alltsa skiljer sig fran icke-inflammatoriska tillstand
dar neutrofilernas nedbrytningsformaga ar forsumbar. Forutom detta minskar samtidigt
makrofagernas och typ 2 pneumocyternas nedbrytningsféormaga. Neutrofilernas
nedbrytningsformaga vid inflammation har ocksa visats variera beroende pd om de
lokaliseras i BAL-vatska eller lungparenkym, dar formagan ar hogre i BAL-vatska
(Herbein and Wright, 2001).

Roll som biomarkor

Majoriteten av de studier som gjorts & humana, men betydelsen av SP-D som biomarkor
ar fortfarande inte helt klarlagd pa humansidan och saledes inte heller pa veterinarsidan.
SP-D kan matas bade i serum och i BAL-vétska och forhallande mellan dessa kan
jamféras i en s.k. BAL:serum-ratio. Forandringarna i serum och BAL-vétska behdver
nodvandigtvis inte korrelera eller paverkas av samma faktorer, vilket innebér att ett visst
tillstand i lungan kan paverka SP-D-nivaerna i BAL-vatska medan ett annat tillstand kan
paverka SP-D-nivaerna i serum. Hur bra biomarkor SP-D é&r for olika lungsjukdomar kan
saledes bero pa om nivaerna mats i serum eller BAL-vatska eftersom de inte behover folja
samma monster. Exakta mekanismerna bakom férandringarna ar inte klarlagda och inte
heller hur de forhaller sig till varandra (Gaunsbaek et al., 2013).

Manga lungsjukdomar har olika patogenes och patofysiologi samt klassificeras olika
beroende pa allvarlighetsgrad, duration, utbredning och morfologi, men hur mycket
repektive klassificeringsgrund paverkar och vilken betydelse deras inbordes forhallande
har pa SP-D-nivaer &r oklart. Det dr daremot faststallt att de spelar en viktig roll for hur
bra SP-D fungerar som biomarkor. Detta har setts pa humansidan déar SP-D verkar kunna
utgdra biomarkor for vissa typer av lungsjukdomar men inte andra. 1 en humanstudie av
Honda et al (1995) testades nivaerna av SP-D i serum och BAL-vatska pa manniskor med
en rad olika lungdiagnoser, bl.a idiopatisk lungfibros (IPF), interstitiell pneumoni med
kollagensjukdom (IPCD), pulmondr alveolér proteinos (PAP), pulmonar tuberkulos och
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pulmondr sarcoidos m.f. Studien visade att serumnivaerna av SP-D hos patienter med IPF,
IPCD och PAP var signifikant forhojda medan andra lungsjukdomar inte uppvisade nagra
signifikanta skillnader alls. Aven BAL-nivaerna var férhéjda for PAP, men inte for IPF
och IPCD. SP-D har ocksa visats kunna anvandas vid kronisk obstruktiv lungsjukdom
(COPD) pa maénniska, dels genom att serumnivaerna var forhéjda nar sjukdomen var
stabil ("stable COPD") och korrelerade med allvarlighetsgraden, och dels genom att
serumnivaerna okade ytterligare vid forvarringar av sjukdomen (“acute exacerbations
COPD") (Ju, Liu och Chen, 2012). Hur mycket durationen/kroniciteten paverkar nivaerna
av SP-D verkar variera. Gaunsbaek et al (2013) visade att dock i sin studie SP-D-nivaerna
i serum pa moss Okade oavsett om inflammationen var akut, subakut eller kronisk, med
absolut storst 6kning vid subakut och kronisk inflammation. For BAL-vétska sags
liknande forandringar men med storst 6kning vid akut och subakut inflammation.

Det ar okant exakt hur och varfér SP-D-nivaerna i serum forandras, men till viss del beror
serumnivaerna pa genetiska skillnader da SP-D-nivaer i serum verkar vara relaterad till
polymorfism i SP-D-genen. P4 manniska ar drygt 80% av variationen i serumnivaer
genetiskt betingad p.g.a att generna ligger till grund for multimeriseringen och storleken
pa SP-D och saledes kapaciteten att tranga igenom alveolbarriaren. Manga studier tyder
ocksa pa att serumnivaerna av SP-D okar fran ung till vuxen alder medan nivaerna i
bronkoalveolart lavage istallet minskar, vilket beror pa att epitelbarridaren gradvis
forsamras med aldern och SP-D lacker ut till blodet (Sorensen et al., 2007).

Variationer i uttryck av SP-D-mRNA kan &ven pdaverka resistens mot olika
infektionsagens och pa sa satt bidra till individuella variationer i serumnivaer vid olika
lungsjukdomar (Grubor et al., 2004). Aven faktorer som bl.a koncentrationsgradienter,
storlek pa SP-D och laddning har stor betydelse. En uppreglering av SP-D hos typ 2
pneumocyter skapar en storre koncentrationsgradient mellan lunga och blod vilket framjar
évergangen av SP-D fran lunga till serum. De senaste studierna visar att det ocksa kan
bero pa post-translationell modifiering av SP-D som genererar sma subenheter av
proteinet vilket gor att de lattare tar sig igenom alveolbarridren (Gaunsbaek et al., 2013).
Vattenldsligheten spelar ocksa stor roll, och SP-D som ar en mer hydrofil molekyl dn t.ex
SP-A gor att SP-D nar cirkulationen lattare (Eisner et al., 2003). Hur clearance fran blodet
paverkar ar inte heller val studerat men verkar vara oberoende av filtrationen i njurens
glomeruli, och likheter med mannoshindande protein tyder ocksa pa att clearance fran
blodet troligen ar langsam (Pan et al., 2001; Sorensen et al., 2007). Ytterligare
forklaringar till varierande SP-D-serumnivaer ar:
o Destruerad barriar mellan alveolart epitel och endotel p.g.a skadat basalmembran
e Forhojda nivaer av SP-D i perifer lungvatska och i lungparenkym genom o6kad
produktion och/eller sekretion fran claraceller och/eller typ 2 pneumocyter orsakat
av hyperplasi, hypertrofi eller uppreglering av mRNA etc
e Okad diffusion och/eller translokation
e Forlust av apikal-basolateral cellpolaritet vid proliferation och darmed eventuellt
basolateral sekretion av SP-D direkt till cirkulationen
e Forandrad distributionsvolym
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e Extrapulmonér produktion
(Tzouvelekis et al., 2005; Wang et al., 2000; Fujita et al., 2005; Pan et al., 2001;
Gaunsbaek et al., 2013).

Majoriteten av alla studier som gjorts visar dock att okade serumnivaer av SP-D vid
lungskador f.f.a beror pa okat lackage fran lungorna till cirkulationen till foljd av en
skadad epitelbarriar. Taylor et al. (2000) konstaterar att amiodaron, som ger upphov till
akut toxicitet med efterfoljande fibros i lungan, rubbar alveolbarridaren hos rattor.
Matningar visade att albuminnivaer i bronkoalveolar vatska kraftigt 6kade nagra dagar
efter att amiodaron administrerats, vilket innebar att albumin lackt in fran blodcirkultionen
till lungorna p.g.a skadad epitelbarriar. Samtidigt mattes SP-D-nivaerna i serum som
ocksa 6kade under den tiden initial skada och inflammation intraffade, vilket innebar att
SP-D istallet lackte ut fran lungorna till blodcirkulationen. Forutom att reflektera
epitelbarridrens status tros SP-D ocksa kunna reflektera allvarlighetsgraden pa en
lungsjukdom eftersom allvarlighetsgraden manga ganger éar kopplad till just
epitelbarridrens status. Hobo et al (2007) visade att SP-D-nivaerna i serum hos hastar
inokulerade med grampositiva bakterien Streptococcus zooepidemicus éndrades parallellt
med héastarnas kliniska tillstand genom att 6ka nar symtomen forvérrades och minska nar
symtomen blev mildare. Eftersom forandringarna i SP-D-serumnivaer intraffade ungefar
samtidigt som forandringar i det kliniska tillstandet dras slutsatsen att SP-D-nivaerna i
serum reflekterar bade allvarlighetsgrad och epitelbarridarens tillstand. Det finns ocksa
humana studier som visar att serumnivaerna av SP-D vid vissa lungsjukdomar, bl.a PAP,
korrelerar med allvarlighetsgraden (Honda et al., 1995).

Liksom for serumnivaer ar det okant exakt hur och varfor SP-D-nivaerna forandras i
BAL-vatska. Vid LPS-inducerad akut inflammation pa moss 6kar SP-D-nivaer i BAL-
vatska redan nagra timmar efter inokuleringen och fortsatter att stiga under nagra dygn
(Gaunsbaek et al., 2013). Liknande ses pa rattor dar SP-D-nivaerna dock forst signifikant
minskar efter 6h men stiger dérefter och blir signifikant hojda efter 72h (Mclntosh et al.,
1996). Likasa hojs nivaerna i BAL-vatska vid kronisk inflammation, bade pa transgena
maoss dar inflammationen induceras genom Overuttryck av. TNF-o och pa mdss
experimentellt infekterade med svampen Pneumocystis carinii (Fujita et al., 2005;
Gaunsbaek et al., 2013). Vid ren hyperplasi av typ 2 pneumocyter, d.v.s utan
inflammation, uppvisas ocksa forhojda nivaer av SP-D i BAL-vatska samt i serum (Pan et
al., 2001).

SP-D-nivaerna i BAL-vatska paverkas ocksa av astma dar vissa humana studier har visat
signifikant sankta nivaer medan andra studier visar pa forhojda nivaer. Vid IgE-inducerad
inflammation (astmaattack) i lungorna pa moss minskade SP-D-nivaerna i BAL-vétska
precis nar astmaattacken nadde sin topp, d.v.s synkront med den inflammatoriska process
som sker i lungorna under en astmaattack. N&r astmaattacken sedan lugnade ner sig
atergick SP-D gradvis tillbaka till tidigare nivaer igen (Wang et al., 2000; Sorensen et al.,
2007). Vad galler serumnivaerna av SP-D vid astma &r de enligt humanstudier forhojda
(Sorensen et al., 2007). Stress ar ocksa en viktig faktor till forandrade SP-D-nivaer i BAL-
vatska. Hobo et al. (2001) har visat att stress som uppstar vid transport paverkar nivaerna
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av SP-D i BAL-vitska hos hastar. Efter en 41h lang transport hade SP-D-nivaerna minskat
med 36%. Vad som orsakar forandringarna i SP-D i BAL-vétska tros f.f.a vara ett
cytokinberoende uppreglerat uttryck av SP-D-mRNA, med hyperplasi av typ 2
pneumocyter och/eller claraceller samt fordndrad nedbrytning och clearance ar andra
tankbara orsaker (Casey et al., 2005; Mcintosh et al., 1996). Manga ganger kan det saledes
vara samma faktorer som paverkar SP-D-nivaerna i bade BAL-vatska och serum, ibland
sa att de korrelerar positivt, ibland sa att de korrelerar negativt och ibland utan korrelation.
Negativ korrelation kan bl.a ses nér alveolbarridaren &r kraftigt skadad varvid
serumnivaerna av SP-D hojs, medan nivaerna i BAL-vatska inte paverkas alls p.g.a
kontinuerligt lackage (Fujita et al., 2005).

Inom veterindrmedicinen ar endast ett fatal studier gjorda pa rollen av SP-D som
biomarkdér for perifera lungproblem, och hést ar det djurslag som studerats mest. Richard
et al., (2011) utforde en studie pd 42 varmblodiga travhastar for att undersoka
koncentrationen av SP-D i blod vid perifer inflammatorisk lungsjukdom (IAD).
Exklutionskriterier for sjukdomen var antingen anstrangd andning under vila eller
systemiska tecken pa infektion. Hastarna fick genomga en grundlig klinisk undersékning
innan de utsattes for ett I0pbandstest i tre steg med olika lutning och hastighet. BAL
utfordes 60 minuter efter traning for att gora ett cytologiskt prov pa BAL-vatskan varpa
diagnos kunde stéllas. 22 hastar fick diagnosen IAD och resterande 20 blev kontrollgrupp.
Héstar med IAD hade signifikant hogre antal neutrofiler och lagre antal makrofager an
kontrollgruppen men cytologiska profilen varierade i 6vrigt. Vendsa blodprov togs fran
jugularvenen vid vila pd morgonen och 60 minuter efter traning for att mata SP-D-
nivaerna i serum. Detta gjordes m.h.a ett, for manniskor avsett, kommersiellt ELISA-kit
med monoklonala antikroppar som kéanner igen CRD-regionen pa SP-D. Hastar med I1AD
hade signifikant hogre serumkoncentration av SP-D vid vila och 60 minuter efter traning.
Forfattarna raknade ut ett gransvarde pa 48ng/ml, déar hastar med SP-D nivaer hogre an
detta ansags lida av IAD medan hastar med SP-nivaer lagre an det ansags vara friska.
Inom de bada grupperna sags ingen skillnad i serumkoncentration av SP-D varken fore
eller efter traning, och saledes verkar inte anstrangning paverka SP-D-nivaer i lungan.
Ingen signifikant korrelation mellan SP-D-nivaerna i serum och cytologiska profilen i
BAL-vatskan kunde ses heller. Detta tros dock bero pa att IAD ar en sa daligt definierad
sjukdom dar valdigt varierande cytologiska profiler kan tillatas och &nda definieras som
IAD. Eftersom olika cytologiska profiler ocksa ger olika cytokinprofiler, vilket i sin tur
kan ge olika patofysiologiska processer inblandade i IAD, kan detta paverka BAL- och
serumnivaer av SP-D men vilken betydelse det har &r oklart (Richard et al., 2011).
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DISKUSSION

Biomarkarer ar utéver symtom och klinisk undersokning ett av de viktigaste verktygen for
att stalla diagnos och fatta terapeutiska beslut. Svarigheten med biomarkorer ar dock dels
att definiera specifika troskelvarden och dels att hitta biomarkérer som ar specifika. SP-D
har varit en lovande kandidat pa humansidan, bade tack vare dess lungspecificitet och det
faktum att nivaerna forandras i reaktion pa skada. Trots att valdigt manga studier gjorts pa
manniska verkar det anda inte finnas nagra konkreta svar pa hur SP-D faktiskt beter sig
vid lungsjukdom eller ens i en normal lunga. Det finns flera faktorer som forsvarar
anvandandet av SP-D som biomarkorer for perifera lungproblem pa humansidan, och &n
varre &r det inom veterindrmedicinen:

e Skillnader i SP-D-molekylens uppbyggnad, struktur och funktion

e Skillnader i reglering och normalvérden

o Skillnader mellan olika skadeagens och patofysiologi

e Skillnader mellan olika mét- och analysmetoder

Det rader inga tvivel om att det finns stora oklarheter om SP-D, f.f.a dess betydelse vid
lungskador. Till idag ar det dock konstaterat att det ar ett protein som &r inblandat i
immunforsvaret i varierande grad och med varierande funktion och manga studier visar
aven att det ar viktigt for den normala homeostasen i lungan (Fujita et al., 2005; Bianca et
al., 2001). Exakta regleringsmekanismerna ar dock fortfarande inte helt klarlagda. Detta
kanske inte ar sa konstigt med tanke pa den komplexitet som rader pa cell- och
molekylniva eftersom det ar otroligt manga faktorer som spelar in. Den kanske mest
grundlaggande faktorn som bidrar till komplexicitet finns pd DNA-niva, d.v.s genetiska
skillnader som i stort sett ar forutbestdmda vid fodseln. Om generna som kodar for SP-D
och de efterféljande modifieringarna ar olika kommer proteinets immanenta egenskaper,
t.ex uppbyggnad och struktur, att variera (Crouch et al., 1998; Sorensen et al., 2007). De
genetiska skillnaderna blir ocksa stérre ju langre bak i evolutionstradet jamforelser gors.
Det innebar alltsa att skillnaderna mellan individer inte ar lika stor som skillnaden mellan
olika arter, vilket gor att tillampningen av SP-D som biomarkér inom veterindrmedicin
troligen forsvaras och kanske inte heller direkt kan extrapoleras fran humanmedicinen.
Nagra av de genetiska variationer som setts ar t.ex att grisens SP-D &r storre &n
manniskans eller det faktum att notkreatur kan utséndra sma enkla trimerer (Soerensen et
al.,, 2004). Eftersom olika uppbyggda molekyler interagerar olika kan eventuella
variationer pd DNA-nivd kan leda till olika reaktioner pa samma fysiologiska och
patofysiologiska processer. | manga fall verkar dock inte generna, atminstone inte inom
ett och samma djurslag, spela den storsta rollen, vilket kan ses genom att ett och samma
agens kan drabba genetiskt olika manniskor men anda ge samma kliniska bild for alla.
Mer invecklat dr det pa veterinarsidan dar olika djurarter daremot inte alls behover visa
samma kliniska bild av samma agens (Lopez, 2012).

Det ar dock inte bara SP-D-molekylen i sig som paverkar, dven andra molekyler och

fysiologiska processer involverade i reglering eller pa annat satt inverkar pa SP-D kan
vara minst lika viktiga. Detta kan vara processer som nedbrytning, syntes, sekretion,
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atervinning och lackage m.m. (Herbein och Wright, 2001). Eftersom &aven detta i grund
och botten ar styrt av gener foreligger ocksa skillnader dar, vilket paverkar vad som ar
normalt for olika individer och djurslag. Exempelvis behover individer med laga
normalvérden av SP-D inte fa hogre varden vid sjukdom &n en frisk individ som har hoga
normalvarden. Istéllet skulle individer med héga normalvarden kunna ha ett starkare
immunforsvar an individer med laga normalvarden. Férutom ovanstaende paverkar ocksa
var i kroppen SP-D uttrycks. Studier har visat att SP-D kan produceras extrapulmonért,
och nddvandigtvis inte pa samma stallen hos alla djur (Meyerholz och Ackermann, 2005;
Soerensen et al., 2005). Hos hast finns SP-D t.ex i synovialvétska dar det ar viktigt for
fosfolipidhomeostasen och utgor ett viktigt smorjmedel i leder (Kankavi och Roberts
2004). Detta gor att SP-D-nivaerna kan forandras vid ledskador och forsamra palitligheten
av SP-D som biomarkor specifik for lungskador. Sett till detta gar det snabbt inse att enkla
sjalvklara slutsatser kring SP-Ds fysiologi och roll som biomarkérer for olika djurslag och
mellan individer ar svara att dra.

Lika viktiga som olika individers och arters immanenta skillnader mellan SP-D é&r, ar
ocksa yttre faktorer. Yttre paverkan pa lungan i form av skadeagens kommer att leda till
nagon form av respons och rubba den normala homeostasen for SP-D. Denna respons
varierar dels beroende pa vad det ar for yttre faktor och dels pa individens immanenta
egenskaper, d.v.s strukturen och uppbyggnaden av SP-D samt dess reglering. Responsen
ar en patofysiologisk process som har visats vara avgorande for hur bra SP-D kan
anvandas som biomarkér. Manga ganger ar dock de patofysiologiska processerna inte helt
kanda, och dessutom kan de oftast inte generaliseras och antas gélla for alla arter, om ens
for alla individer inom samma art (Lopez, 2012). Ett bra exempel ar IAD pa hést.
Sjukdomen saknar en klar definition och tillater véldigt varierande cytologiska profiler,
vilket pd manga satt skulle kunna inverka pa den patofysiologiska processen (Richard et
al., 2011). Det hela forsvaras ocksa av att det fortfarande finns oklarheter kring hur
normala fysiologin ser ut for SP-D, vilket saledes inte underlattar for att forsta hur
patofysiologiska processer paverkar SP-D.

De yttre faktorerna behdver dock inte alltid innebara skadeagens. Den naturliga miljén en
individ lever kommer troligtvis ha en stor inverkan pa lungan och dess SP-D. Hastar som
star installade vistas i en samre miljo for lungorna och loper bl.a storre risk att drabbas av
IAD och som tidigare namnts har hastar med IAD hogre serumnivaer av SP-D &n friska
héstar (Sjaastad et al., 2010; Richard et al., 2011). Detta innebér att hastar pa jordens norra
hemisfar dar hastarna ofta star installade, kan p.g.a miljon ha hogre nivaer av SP-D é&n
hastar i andra delar av varlden. Okningen av SP-D i lungorna hos installade hastar kan
dels vara en anpassning till den sémre miljon, d.v.s ett forsok att forstdrka immunforsvaret
genom en 6kning av SP-D, och dels en konsekvens av en eventuell IAD om problemet
fortskridit sa langt att IAD faktiskt hunnit utvecklas. Inledningsvis skulle alltsa en hog SP-
D-niva kunna innebdra ett anpassat immunforsvar och installade hastar skulle darmed
kunna vara mer kapabla att hantera samre miljoer dn hastar som vistas ute. Saledes
behdver hoga SP-D-nivaer i tidigt stadium inte betyda nagot negativt, dessutom skulle det
kunna fungera som en miljdindikator. Sett till detta ar miljon darmed en faktor som kan
komplicera anvandningen av SP-D som biomarkér relativt mycket, f.f.a genom att vidga
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ramarna for vilka SP-D-nivaer som ar normalt och inte. Gransvardet pa 48ng/ml som
sattes i studien av Richard et al (2011) behdver alltsa inte galla for alla hastar.

Yttre faktorer i form mediciner kan ocksa paverka SP-D-nivaerna. Som tidigare namnt har
det visats att humant DNA uppstroms om SP-D-genen innehaller glucocorticoid
responsive elements som svarar pa glukokortikoider. Om dessa ocksa finns pa djur sager
litteraturen inget om, men Hobo et al (2001) visar i sin studie att transport leder till
minskade nivaer av SP-D i BAL-vitska. Eftersom glukokortikoider &r starkt kopplade till
stress (Sjaastad et al., 2010), vilket i sin tur ar kopplat till transport tyder studien av Hobo
et al (2001) pa att glukokortikoider med stor sannoliket paverkar uttrycket av SP-D &ven
hos hast. Om sa ar fallet skulle det kunna innebéra att djur under behandling med
glukokortikoider for en eventuell annan akomma far missvisande resultat nar SP-D ska
undersokas for lungproblem.

Variation orsakade av olika mét- och analysmetoder kan markant paverka resultaten fran
en studie, och en stor studiepopulation inte behover darmed betyda nagonting om
analysmetoden &r fel. Mat- och analysvariationer oerhort viktiga att ta hansyn till vid alla
matningar och analyser som skall komma att goras om SP-D borjar anvandas kliniskt. |
studien utférd av Richard et al (2001) anvéndes ett ELISA-Kit avsett for manniskor, vilket
eventuellt kan tankas forvranga resultaten fran verkligheten. Antikopparna band i detta
fall till CRD-doménet som har visats vara nastintill identiskt mellan hdst och ménniska
och variationen borde darmed inte vara sa stor. Pa tillverkarnas hemsida gar det dock lasa
att ELISA-testet uppvisar korsreaktivitet med ekvint SP-D, vilket nédvandigtvis inte
betyder att det fungerar lika bra som pa humant SP-D. Att kunna anvanda humana
analysmetoder pa djur ar nagot som underlattar for den veterinara forskningen och den
eventuellt kommande kliniska anvandningen av SP-D som biomarkor. ELISA-kitet som
anvandes i studien av Richard et al (2011) ar avsett for multipla prover och inte enstaka
prov, vilket innebar att analysmetoden &ar olamplig i praktiken da man oftast endast
provtar enstaka hastar.

Ovanstaende beskrivna faktorer paverkar anvandbarheten av SP-D som biomarkdr for
perifera lungproblem. Hur mycket de olika faktorerna paverkar var for sig ar det svart att
dra nagra séakra slutsatser om. Det ar dock inte absolut sakert att dessa skillnader behdver
paverka rollen som biomarkor i nagon signifikant grad alls i vissa fall. Som tidigare
namnts kan SP-D t.ex binda till vissa gramnegativa bakteriers LPS-molekyler, men
bindningskapaciteten varierar beroende pa hur LPS-molekylen ar uppbyggd och troligen
ocksa pa hur SP-D-molekylen &ar uppbyggt (Sin et al., 2008). Bindningskapaciteten
kommer darefter troligen ocksa reflektera lungans svar och pa detta satt paverka den
patofysiologiska processen. Det forekommer alltsa ett starkt forhallande mellan yttre
faktorer och immanenta egenskaper som ar valdigt komplext och i stort sett omojliggor
enkla svar. Skillnaderna mellan yttre faktorer och immanenta egenskaper ar ocksa storre
pa veterinarsidan an pa humansidan sett till att veterindarmedicinen till skillnad fran
humanmedicinen maste hantera mellanartsskillnader. Eftersom ocksad sa fa studier &r
gjorda pa veterinarsidan blir det dnnu svarare att dra nagra konkreta slutsatser, och
fortfarande verkar det inte finnas nagra studier som konfirmerar anvandbarheten av SP-D
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som biomarkdor for perifera lungproblem pa djur. Trots alla svarigheter har SP-D dock
visats vara anvandbar som biomarkor for vissa typer av perifera lungproblem pa
manniskor, aven om forskningen fortfarande inte har kunnat forklara exakt varfor den
fungerar pa vissa sjukdomar och andra inte, men en uppsjo teorier finns. Fragan ar hur
viktigt det faktiskt ar att forstd de exakta mekanismerna nar det val konstaterats att SP-D
fungerar som biomarkor fér en viss sjukdom. Mer kunskap om mekanismer kommer 6ka
mojligheten till extrapolering mellan olika sjukdom samt mellan olika individer och arter,
men litteraturen talar for att ju djupare nagot undersokts, desto mer komplext blir det. Pa
vilket satt forskningen valjer att angripa problemet aterstar att se, men oavsett behovs fler
studier.
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